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体外 培养 条 件 下 不 同 长 链 脂肪 酸 对 山羊 瘤胃 原虫 群体 结构 和 原虫 吞噬 细菌 循环 的 影响 ， 


* 


欧阳 佳 良 


经 语 佳 高 Æ ESS 


《扬州 大 学 动物 科学 与 技术 学 院 ， 扬 州 225009) 


摘 ， 要 :本 试验 旨 在 研究 体外 培养 条 件 下 不 同 长 链 脂肪 酸 对 山羊 瘤 骨 原 虫 群体 结构 和 原虫 知 


只 细菌 循环 的 影响 。 试 验 选 取 6 种 不 同 不 饱和 度 的 长 链 脂肪 酸 [分 别 为 硬 脂 酸 (A 组 ) 、 油 


fig (BAL) 、 亚 油 酸 CC AL) 、a- 亚 麻油 酸 CD 组 ) 、 花 生 四 烯 酸 CE 组 ) 、 二 十 碳 五 烯 酸 


CF 组 ) ， 不 饱和 键 个 数 从 0 一 5 依次 递增 ]， 各 脂肪 酸 的 添加 水 平 为 底 物 的 3%， 进 行 体外 


培养 。 在 体外 培养 10 h 后 测定 原虫 吞噬 细菌 速率 ， 在 体外 培养 24 h 后 测定 细菌 、 原 虫 密度 


以 及 细菌 蛋白 质 、 原 虫 蛋白 质 含量 。 结 果 表 明 : 除 F 组 头 毛虫 属 (Ophryoscolecinae) 比例 


显著 高 于 B 和 D 组 (P<0.05) 外 ， 不 同 长 链 脂 肪 酸 的 添加 对 原虫 中 厚 毛虫 属 


(Dasytricharuminantium) 、 内 纤毛 虫 属 (Entodinium) 、 双 毛虫 属 (Diplodiniinae) 、 等 毛 


虫 属 (Jsotrichidae) 、 前 毛虫 属 (Epidinium) 比例 的 影响 均 不 显著 CP>0.05) 。 原 虫 密度 以 


A 组 最 高 ， 并 显著 高 于 B 组 (P<0.05) ; 细菌 密度 以 D 组 最 高 ， 并 显著 高 于 A、B、E、F 


2H CP<0.05) . Jit REIS ZH RK A ~F HKR 244.50. 236.51. 229.60. 189.04. 200.51. 


174.24 cells/(cell-h); Ab, LAD 组 的 细菌 周转 率 (0.68%) 最 低 ， 且 其 细菌 周转 时 间 〈146.92 


h) 最 长 。 所 估算 的 细菌 蛋白 质 循 环 量 以 D 组 [126.75 mg/(d: 头 )]] 和 下 组 [131.63 mg/(d: 头 )] 相 


由 酸 抑制 山羊 瘤胃 原虫 吞噬 


ane 


对 较 低 。 因 此 ， 在 本 试验 基础 上 认为 ， 体 外 培养 条 件 下 aq- 亚麻 


细菌 效果 较 好 。 
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瘤胃 微生物 蛋白 质 〈《MCP) 是 反刍 动物 的 主要 氮 素 来源 之 一 ， 
40%-80%， 其 合成 量 的 高 低 可 以 反映 瘤胃 中 微生物 的 数量 和 微生物 蛋白 质 合成 的 效率 口 ， 并 
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能 提供 蛋白 质 需 要 量 的 


且 与 瘤胃 对 氮 源 的 有 效 利 用 有 关口。 瘤胃 原虫 对 细菌 的 吞噬 和 消化 所 导致 的 瘤胃 内 氮 循 环 无 


疑 降 低 了 氮 的 利用 效率 上 。 因 此 ， 原 虫 被 认为 是 瘤 骨 氮 代 谢 效 率 低 的 主要 原因 之 一 。 研 究 
表明 , 去 原虫 有 利于 尿素 氮 向 瘤 骨 的 转运 中 ,降低 瘤胃 内 氮 循 环 , 利于 细菌 蛋白 质 的 合成 站。 
而 油脂 和 脂肪 酸 作为 反刍 动物 的 很 好 的 能 量 补充 物 ， 对 原虫 的 生长 有 负 效 应 后 ， 能 够 促进 瘤 


以 减少 ! 


影响 。 目 前, 不 少 研 究 报道 明确 指出 不 饱和 脂肪 酸 对 瘤胃 原虫 和 如 


菌 蛋白 质 及 DNA 含量 0 都 


骨 微 生物 蛋白 质 的 合成 ， 降 低 瘤 骨 内 氮 循 环 ”"。 有 报道 称 富 含 十 八 碳 脂 肪 酸 的 植物 油脂 可 
烷 的 产生 ,改善 瘤胃 发 酵 环 境 " 1 并且， 有 研究 表明 体外 培养 条 件 下 添加 植物 油 
脂 对 培养 液 酶 活力 、 微 生物 活力 号 、 瘤 骨 原 虫 数 量 、 扣 


一 定 的 


pal EI 44 Tl 


作用 与 其 不 饱和 


RAKTI, 但 不 饱和 度 对 原虫 吞噬 细菌 活力 和 原虫 群体 结构 影响 的 规律 尚 不 得 而 知 。 本 试 


验 选 取 6 种 不 同 不 饱和 度 的 长 链 脂肪 酸 ， 分 别 为 硬 脂 酸 、 油 


酸 、 亚 油 酸 、 亚 麻油 酸 、 


花生 四 


烯 酸 和 二 十 碳 五 烯 酸 ， 其 不 饱和 键 个 数 从 0 一 5 依次 递增 ， 拟 系统 地 研究 长 链 脂 肪 酸 的 不 饱 
和 上 度 对 瘤胃 原虫 群体 结构 和 原虫 吞噬 细菌 循环 的 影响 规律 , 为 降低 瘤胃 原 9 
程 中 氮 损 失 和 提高 饲 粮 中 氮 素 利用 效率 提供 参考 资料 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 动物 与 饲养 管理 


HY 3 A 1.5 周岁 、 体重 (29.4+2.7) kg. X 


E F I AH Bal HP a 


水 久 性 瘤胃 瘘管 的 萨 能 奶 山羊 , 单 圈 饲养 ， 


以 玉米 + 豆粕 + 羊 草 为 基础 饲 粮 ， 精 粗 比 为 2:8， 每 日 按 体 重 的 2.5% 干 物质 量 供 料 ， 在 每 天 


07:00、19:00 分 2 次 等 量 饲 喂 ， 自 由 饮水 。 


1.2 试验 设计 与 体外 培养 底 物 


配制 6 种 体外 培养 底 物 ,这 6 种 体外 培养 底 物 


MR BA). | 


:添加 的 长 链 脂肪 酸 分 别 为 硬 脂 酸 (A 组 入 
ihe CC 组 ) 、a- 亚 麻油 酸 CD 组 ) 、 花 生 四 烯 酸 (E 组 ) 、 二 十 碳 五 烯 


Re (F 组 ) ， 脂 肪 酸 的 添加 水 平 为 培养 底 物 的 3%。 体 外 培养 底 物 组 成 见 表 1. R (Catt 


21-12-8) 、 油 酸 


和 花生 四 烯 酸 (Cat 506-32-1) IW B 1 


WX Fal (Cat# 10417-94-4) 购 自 上 海 柯 维 化 学 技术 有 限 公 司 ,， 纯度 三 99.0%; 木 聚 糖 (Cati 


(Cat# 112-80-1) 、 亚 油 酸 (Cat# 60-33-3) 、a- 亚 麻 ; 


酸 (Cat# 463-40-1) 


k 率 北 灵 威 化 学 技术 有 限 公 司 ， 纯 度 过 99.0%; 二 十 
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E Se Bi C Cati 9004-54-0). Hs EE C Cat# 9036-88-8)、 


果 胶 (Cat# 9000-69-5) 和 木质 素 〈Cat# 8061-51-6) 购 自 美国 Sigma AA], Zl EE 299.095; 


纤维 二 糖 (Cat# 528-50-7) 、 


Ali EF 299.096; 


可 溶性 淀粉 〈Cat# 9005-84-9) JW A 


尿素 〈Cat# 57-13-60. 购 自 北京 惠 宝 联 化 科技 有 限 公 司 ， 纯 度 三 99.0%; RAR 


国药 集团 化 学 试剂 公司 ， 


Á (Cat# 9000-71-9)〉 购 自 北京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ， 纯 度 宇 99.0%。 


1.3 


作 如 下 : 晨 饲 前 通 
配制 好 培养 液 ， 
角 瓶 中 ， 


dl 体外 培养 底 物 组 成 
Table 1 Composition of in vitro culture substrates % 
项 目 Items 组 别 Groups 
A B C D E F 
淀粉 Starch 25.50 25.50 25.50 25.50 25.50 25.50 
木 聚 糖 Xylan 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
阿拉 伯 聚 糖 Araban 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
葡 聚 糖 Glucan 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
甘露 聚 糖 Mannan 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
纤维 素 Cellulose 34.00 34.00 34.00 34.00 34.00 34.00 
果 胶 Pectin 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
木质 素 Lignin 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
尿素 Urea nitrogen 3.60 3.60 3.60 3.60 3.60 3.60 
MEH Casein 8.40 8.40 8.40 8.40 8.40 8.40 
便 脂 酸 Stearic acid 3.00 
WHER Oleic acid 3.00 
亚 油 酸 Linoleic acid 3.00 
qa- 亚麻 油 酸 3.00 
a-linoleic acid 
花生 四 烯 酸 3.00 
Arachidonic acid 
二 十 碳 五 烯 酸 3.00 
Eicosapentaenoic acid 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
体外 培养 试验 
体外 培养 试验 参照 Menke 等 ("的 方法 ， 在 底 物 和 培养 液 的 配制 量 上 了 略 做 修改 ， 具 体操 


ij CO; 39 OKA MAE H o 


分 别 加 入 150 mL 培养 液 ， 


过 瘤胃 瘘管 从 3 头 瘘管 山羊 瘤 骨 采 4 


HE 


38 CO, 39 C50 r/min 振荡 培养 。 


JE B. AT 


[唾液 盐 : 瘤胃 液 = 


2:1 


确 称 取 各 组 1.50 g 培养 底 物 置 于 250 mL 的 三 


每 组 各 设 3 个 重复 。 在 
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m 


BEFE 10 h JE TT Ji d ze Wi ZR ed vA e, GFE 24 h 后 结束 , 取 20 mL 培养 液 分 装 于 2 个 离心 


— i4 HIT 2 ad A Jk CER DH] n, — 382) T A RC ELLE HR ERE JT FE o 


1.4 瘤胃 微生物 计数 


1.4.1 细菌 计数 


以 2% 结 晶 紫 溶液 (2 g 结晶 紫 深 于 10 mL 95% 乙 醇和 90 mL 0.8% 草 酸 铵 溶液 ) 进行 染 


色 ， 用 16x25 血球 计数 板 在 显微镜 ( 奥 林 巴 斯 CKX41, 日 本 ) (1000x) 下 计数 。 细 菌 数 


量 计算 公式 如 下 : 


t 


细菌 密度 (cells/mL) =N/SxDx16x10x1 000-N/SxDx16x10^. 


AP: N 为 计数 方 格 的 总 数 ，5 为 计数 方 格 数 ，D 为 稀释 倍数 。 


14.2 ”原虫 计数 


2825 p h EUSA Nsabimana 等 上 9 的 方法 对 瘤胃 原虫 染色 计数 。 以 MES 染 液 (氧化 钠 


8g、 甲 基 绿 0.6 g、 福 尔 马 林 溶液 100 mL， 定 容 至 1 000 mL) 染色 ， 用 16x25 血球 计数 板 


在 显微镜 ( 奥 林 巴 斯 CKX41， 日 本 ) (1 000x) 下 计数 。 原 虫 数 量 计 算 公 式 如 下 : 


原虫 密度 (cells/mL) —N/AxDx16x10x1 000=NVxDx4x104。 


AP: 为 计数 4 个 中 方 格 的 总 数 ; D 为 稀释 倍数 。 


1.4.3 ”原虫 种 属 鉴定 及 计数 
通过 形态 学 观察 对 原虫 鉴定 到 属 的 水 平 ， 计 数 方法 同上 。 


1.5” 细 阔 粗 和 蛋白质 和 原虫 粗 蛋 白质 含量 的 测定 


T 


取 培 养 液 加 等 体积 生理 盐水 39 OKRA (125 r/min) 培养 60 min， 并 辅 以 搅拌 ; 


再 


经 4 层 纱布 过 滤 ， 滤 液 离心 (150xg，10 min) ， 收 集 沉 淀 为 原虫 ， 用 生理 盐水 洗涤 2 次 后 


用 生理 盐水 悬浮 ，-20 贮存 待 测 。 滤 液 离心 后 的 上 清 液 再 经 过 冷冻 高 速 离心 (22 000xg, 


15 min) ， 收 集 沉淀 为 细菌 。 将 收集 的 细菌 和 原虫 分 开 制 成 冻 干 样品 ， 然 后 用 全 量 弛 氏 定 毛 


法 测定 粗 蛋 白质 含量 ， 用 于 计算 培养 液 中 细菌 蛋白 质 和 原虫 蛋白 质 的 含量 。 


1.6 原虫 吞噬 细菌 试验 
1.6.1 FRB EI ILES vé 


光标 记 瘤 骨 细 菌 Cfluorescence-labeled rumen bacteria, FLRB) 的 制备 


K 
无 菌 瘤胃 液 的 制备 : KERA, 2 um 滤 膜 ， 滤 液 离 心 (22 000xg, 15 min) ， 收 


集 沉淀， 用 灭 菌 生理 盐水 清洗 和 离心 各 2 ih, ARIST KAE kE 
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FLRB 的 制备 : 将 制备 的 无 菌 瘤胃 液 加 1.5 mL —S RAB (DTAF) 染色 ， 


60 OGK 2h; 离心 (22 000xg, 15 min) ， 将 上 层 DTAF 溶液 倒 出 ， 再 用 灭 菌 生理 盐水 洗 


涤 和 离心 各 3 3B; 


之 后 悬 浸 于 与 取样 同体 积 的 灭 菌 生 理 盐 水 中 ，-20 CEF. -20 CH 


FLRB 在 使 用 时 解冻 并 离心 (22 000xg, 15 min) 后， 用 对 应 的 无 菌 瘤 胃液 甚 浸 制 成 2 倍 浓 


度 的 FLRB A. 


1.6.2 


原虫 吞噬 细菌 


试验 方法 


按照 参考 文献 中 的 方法 ， 略 改动 : (@ 沪 试验 设计 同时 制备 2 份 培养 底 物 ， 一 份 不 加 培养 


WEF 


TEASE ZG RI 


日 ， 男 外 一 份 按 


取 与 标记 菌 同体 积 的 


培养 液 进行 吞噬 试验 ; 


巴 斯 CKX41, 


上 述 体外 培养 试验 方法 进行 体外 培养 (DLRB 解冻 后 离心 ， 加 入 1/2 


瘤胃 液 ， 加 入 适量 备用 底 物 ， 置 水 浴 锅 39°O ; (@ 洗 体外 培养 进行 至 10 h 时 ， 


培养 液 分 离 原 虫 ， 用 1/2 RAR EC RS: Got eS bic T 
(RE 5 min 取 培 养 液 制 切片 ， 连 续 取 5 次 ， 用 倒置 荧光 显微镜 〈 奥 林 


HAS) 检测 虫 体内 FLRB 的 数量 , 每 组 3 个 重复 , 每 片 以 12 个 原虫 平均 值 计 。 


1.6.3 瘤胃 细菌 和 原虫 之 间 氮 循环 相关 指标 计算 


VTS 


根据 原虫 吞噬 细菌 速率 和 原虫 密度 可 以 得 到 原虫 吞噬 细菌 量 , 再 结合 细菌 密 度 可 以 计算 


出 由 于 原虫 吞噬 造成 


TRE 


的 细菌 周转 时 间 和 周转 率 ， 计 算 公 式 如 下 : 


bal Æ [cells/(mL-h)]= f Wi AH bad E K x Ji R E HE s 


Zt pj] 4% ERY TE] (h)=4H Pe] 25 E/T A RT E; 


ZH Pii Jd ER S (9/0) tr Vis 218 Dij “et / FAH Vs] s E o 


参考 Sherr EP", 


李 洪 波 等 后 、 王 家 玲 等 请 的 报道 可 知 ， 荧 光标 记 细菌 


(fluorescence-labeled bacteria, FLB ) 的 平均 体积 为 0.10 pm ,换算 为 氮 的 系数 是 0.054 pg/um’*, 


2t 


此 得 到 原虫 在 瘤 骨 


TRE 


根据 吞噬 细菌 所 


循环 量 〈 山 羊 瘤胃 体积 按 4L 计 〉 ， 同时， 可 以 通过 痛 骨 氨 循 环 量 换算 出 瘤胃 细菌 


E 
环 量 。 


内 循环 中 对 细 兰 氮 的 吞噬 速率 ， 计 算 公式 如 下 : 


菌 氮 速 率 [pg/(cellpn)]= 原 虫 吞噬 速率 x0.054。 


速率 和 原虫 密度 ， 推 算出 每 只 山羊 每 天 瘤胃 内 由 于 原虫 吞噬 而 产生 的 氮 
蛋 


所 循环 量 [mg/(d. 头 )] = 吞噬 N 速率 x 原虫 密度 x4x24x10”; 


2 


蛋白 质 循环 量 [mg/(d. 头 )] = 氮 循 环 量 x6.25。 
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114 17 统计 分 析 


115 采用 SPSS 13.0 软件 的 Regression 的 Curve Estimation 过 程 进行 回归 分 析 ， 并 采用 单 因 


116 ” 素 方 差分 析 (one-way-ANOVA) 进行 方差 分 析 和 Tukey's 多 重 比 较 。 以 P<0.05 作为 差异 显 
117 ”车 性 判断 标准 。 


118 2 结 & 


119 21 不 同 长 链 脂肪 酸 对 原虫 蛋白质、 细菌 重 白 质 含 量 的 影响 


120 由 表 2 可 知 ,原虫 蛋白 质 含量 以 A 组 最 高 ,为 0.591 mg/mL, 显 著 高 于 C.D、E 组 (P<0.05)， 


121 A 组 与 B、F 组 之 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 原 虫 蛋 白质 含量 的 排序 为 A 组 >B 组 >F 组 >E 


122 >D 组 >C 组 ,细菌 蛋白 质 含 量 以 A 组 最 低 , 为 0.123 mg/mL, L D 组 最 高 ,为 0.285 mg/mL, 


123 ”DD 组 显著 高 于 A、B、E、F 组 (P<0.05) ， 但 与 C 组 差异 不 显著 (P>0.05) 。 


124 22 不 同 长 链 脂肪 酸 对 原虫 、 细 菌 密度 的 影响 


125 由 表 2 可 知 ， 原 虫 密度 以 A 组 最 高 ,为 2.691x10” cells/mL, LAB 组 最 低 ， 为 1.714x10” 


126 cells/mL, A 组 显著 高 于 B 组 (P<0.05) ，A、C、D、E、F 组 之 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 


127 ”细菌 密度 以 DD 组 最 高 ， 为 $.752x10? cells/mL, M A 组 最 低 ， 为 4.728x10? cells/mL, D 组 显 


128 ” 著 高 于 A、B、E、F 组 (P<0.05) ， 但 与 C 组 差异 不 显著 (P>0.05) 。 


129 表 2 不 同 长 链 脂肪 酸 对 原虫 和 蛋白质、 细菌 蛋白 质 含量 以 及 原虫 、 细 菌 密度 的 影响 
130 Table 2 Effects of different long-chain fatty acids on protozoal protein and bacterial protein contents, protozoal 
131 and bacterial densities 


组 别 Groups 
P (fü 


P-value 


E 


H Items SEM 


原虫 蛋白 Protozoal 


0.591° 0.551° 0.427* 0.454° 0.476 0.539% 0.023 <0.001 
protein/ (mg/mL) 


细菌 蛋白 质 Bacterial 


0.123° 0.126° 0.272” 0.285° 0.212° 0.138° 0.022 <0.001 
protein/ (mg/mL) 


原虫 密度 Protozoal 


density/ Cx10? 2.691" 1.714° 2.619" 2.071 — 2476* 2.619" — 0.003 «0.001 
cells/mL ) 

细菌 密度 Bacterial 

density/(x10” 4.72289 4.763 5.644* 5.752" 5.1000 4.936" 0.064 «0.001 
cells/mL) 


132 同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 下 表 同 。 
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Values with different small letter superscripts mean significant different (P<0.05). The same 


as below. 


2.3. 不 同 长 链 脂肪 酸 对 各 属 原虫 比例 的 影响 


m) 


HK 3 AYA, AERE COphryoscolecinae) 比例 以 F 组 最 高 (5.318%) , BARS B 


"uni 


Al D ZH (P«0.05) ， 同 时 ， 头 毛虫 属 也 是 原虫 所 鉴定 出 的 属 中 含量 最 少 的 属 ， 体 外 添加 不 


同 长 链 脂肪 酸 对 厚 毛 虫 属 (Dasytricharuminantium) 、 内 纤毛 虫 属 (Entodinium) 、 双 毛虫 


属 (Diplodiniinae) 、 等 毛虫 属 Usotrichidae) 、 前 毛虫 属 (Epidinium) 比例 的 影响 均 不 显 


著 (P>0.05) ， 厚 毛虫 属 以 C 组 最 高 (13.836%) ，A 组 最 低 (10.734%) ; 内 纤毛 虫 属 以 C 


组 最 高 (32.536%) ，B 组 最 低 (30.825%) ; 双 毛 虫 属 以 E 组 最 高 (14.380%) ， 下 组 最 低 


(10.765 %) ; 等 毛虫 属 以 A 组 最 高 (18.091%) , F 组 最 低 〈14.875%) ; 前 毛虫 属 以 A 
组 最 高 (15.394%) ，C 组 最 低 (10.724 %) 。 
表 3 不 同 长 链 脂肪 酸 对 各 属 原虫 比例 的 影响 
Table3 Effects of different long-chain fatty acids on protozoal percentage of each genus % 
组 别 Groups 
项 目 Items sEM P 值 
P-value 
A B C D E F 

厚 毛虫 属 
Dasytricharuminantiu 10.734 12.059 13.836 12.456 11.952 10.815 1.432 0.275 
m 

Z Ez 
HATUR 32.909 30.825 32.536 31.207 31.124 32.222 2.230 0.639 
Entodinium 
e i 12.820 13.735 11.735 11.996 14.380 10.765 1.558 | 0.202 
Diplodiniinae 
等 毛虫 属 


ais 18.090 17.491 16.669 17.501 15.624 14.875 1.940 0.540 
Isotrichidae 


前 毛虫 属 Epidinium 15.394 13.484 10.724 14.536 13.398 10.854° 1.630 | 0.056 


Ophryoscolecinae 


2.4 不 同 长 链 脂 肪 酸 对 原虫 吞噬 细菌 速率 的 影响 


4.413 1.715° 4.703 1.667° 4.978* 5.318" 1483 0.034 


由 图 1 可 知 , Ji he SR VL t BG AP I VALENT TRI FE TREE TR RH I, 各 组 整体 增长 趋势 


基本 一 致 。 在 0—15 min A, JR RAMAN RAIA, gf] 35 min 后 各 组 的 涨 势 逐渐 


趋 于 平缓 。 所 以 ，0 一 35 min 内 原虫 吞噬 细菌 量 随时 间 变 化 的 结果 可 以 比较 可 靠 地 用 作 线性 


回归 分 析 来 计算 原虫 吞噬 细菌 速率 。 
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(1199/8]]99) €0zo3oad £q 
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Sampling time min 
—k-stearic acid —t- oleic acid —$- linoleic acid 
—0—a-linoleic acid —t arachidonic acid —m- eicosapentaenoic acid 


图 1 原虫 吞噬 细菌 量 随 吞噬 试验 时 间 的 变化 
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Fig.l Change of bacteria number engulfed by protozoa with time of engulfing test 


各 组 原虫 对 FLRB IE Ceells/cell) ARRI E (min) EST AVE aT, 28 


拟 合 后 得 出 的 回归 方程 : A 2A, Y-14.19223.838X(R^-0.98; P<0.001 ; 


n=9) ; B 组 , 


Y=6.774+3.829X (R°=0.99; P<0.001; n=9); C 2H, Y=2.202+3.790X(R°=0.99; P<0.001; n=9); 


D 4H, Y=0.522+3.142X(R7=0.99; P<0.001; n=9); E 4, Y-2.33343.303X(R^-0.99; P<0.001; 


n=9); F ZH, Y=-0.597+2.914X(R7=0.99; P<0.001; n=9)。 以 上 方程 的 RR 都 在 0.98 以 上 ， 表 


明 线性 关系 良好 、 结 果 可 靠 。 


据 回 归 方 程 计算 的 原虫 吞噬 细菌 速率 CGE 3), A~F 组 依次 为 244.50、236.51、229.60、 


189.04, 200.51, 174.24 cells/(cell-h), DL A 组 〈 硬 脂 酸 ) 最 高 , F 组 〈 二 十 碳 五 烯 酸 ) 最 低 ， 


基本 随 不 饱和 键 数量 的 增加 而 降低 , 但 花生 四 烯 酸 较 亚麻 油 酸 为 高 。 以 换算 系数 换算 得 出 原 


虫 知 叭 细菌 氮 速 率 ，A ~F 组 依次 为 1.32、1.28、1.24、1.02、1.08、0.94 pg/(cell-h). 


2.5 不 同 长 链 脂肪 酸 对 细菌 和 原虫 之 间 氮 循环 的 影响 


in| 


根据 原虫 密度 和 原虫 吞噬 细菌 速率 可 以 计算 得 到 原虫 吞噬 细菌 量 ( 表 4), 以 A 组 最 高 ， 


23 657.95x10? cells/(mL-h), VA D 组 最 低 ， 为 391.50x10? cells/((mL-h). 1&2 


阔 密 度 和 原虫 否 


哈 细 菌 量 计算 出 由 于 原虫 春 哗 造成 的 细菌 周转 时 间 和 周转 率 ( 表 4) , DL D 组 细菌 周转 率 最 


低 ， 为 0.68%， 其 周转 时 间 为 146.92 h (每 小 时 约 有 0.68% 的 细菌 被 原虫 吞噬 ， 原 虫 吞噬 经 


过 146.92 h 细菌 可 周转 更 新 一 轮 ) ; 以 A 组 细菌 周转 率 最 高 , 为 1.39%, 其 周转 时 间 为 71.86 
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h; 瘤 骨 内 细菌 周转 率 排序 为 D 组 <B 组 <F 组 <E 组 <C 组 <A 2H. TEETH GOES ( 表 4) 是 


FH Js. H 


EI 2 ad SS PR ES PIS , d Ce S ATE PRI RU SY D fh t Hi ER LP EAE BP 


原虫 吞噬 而 产生 的 氮 循 环 量 R 4), A~F 组 依次 为 34.10. 21.06. 31.18. 20.28. 25.67. 


23.63 mg/(d- 3k), 据 此 可 以 换算 出 细菌 蛋白 质 循环 量 ( 表 4),A~E 组 依次 为 213.13、131.63、 


194.88. 126.75. 160.44, 147.69 mg/(d-3&). 


表 4 不 同 长 链 脂 肪 酸 对 细菌 和 原虫 之 间 氮 循环 的 影响 


Table4 Effects of different long-chain fatty acids on nitrogen recycling between bacteria 


项 目 Items 


and protozoa 


组 别 Groups " 
P 
SEM . P-valu 
e 


Fle ZH ARE) Engulfing 


bacteria rate/[cells/(cell-h)] 


吞噬 细菌 量 Engulfing 


bacteria quantity 


/[x10? cells/(mL-h)] 


244.50°  236.51* 229.605 ~—- 189.04" 200.51" 174.24° 8.866 «0.001 


657.95 405.38 601.32 391.50 496.46 456.33 


细菌 周转 时 间 Bacteria 
recycling time/h 


细菌 周转 率 Bacteria 


recycling rate/% 


吞噬 细菌 氮 速 率 Engulfing 
bacterial nitrogen 
rate/[pg/(cell-h)] 


nitrogen recycling 


amount/[mg/(d-34)] 


细菌 蛋 


Du 


RIS 


Bacterial protein recycling 
amount/[mg/(d- 3.)] 


仅 对 否 哈 细菌 速率 进行 了 方差 分 析 ， 其 余 指 标 是 经 过 科学 计算 得 出 


细菌 氮 循 环 量 Bacterial 


71.86 117.49 93.86 146.92 102.73 108.17 
1.39 0.85 1.07 0.68 0.97 0.92 
1.32 1.28 1.24 1.02 1.08 0.94 
34.10 21.06 31.18 20.28 25.67 23.63 


213.13 131.63 194.88 126.75 160.44 147.69 


o 


Only Engulfing bacteria rate was analyzed by analysis of variance, and the other indices were 


gained through scientific calculation. 


3 it 


3.1 体外 培养 条 伯 


原虫 仅 能 i 


研究 表明 , 长 链 脂肪 酸 中 的 不 饱和 键 可 以 抑制 原虫 和 细菌 的 生长 ,因此 部 分 研究 学 者 利用 原 


oe RZ 


it 


F 下 不 同 长 链 脂肪 酸 对 山羊 瘤胃 原虫 群体 结构 的 影 


nz 


Wai? 


菌 来 获得 氮 源 ,所 以 ,原虫 的 存在 增加 了 毛 在 瘤胃 内 的 周转 和 消耗 。 


匡 对 脂肪 酸 响 应 的 差异 来 抑制 原虫 的 生长 I。 本 试验 中 ,6 组 中 原虫 密度 最 高 的 是 A 
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组 B. C. D, E. F 组 相 比 于 A 组 分 别 降低 了 36.31%、2.68%、23.04%、7.99%、2.68%， 


说 明 不 饱和 脂肪 酸 的 添加 对 瘤胃 原虫 的 生长 有 抑制 作用 ， 且 以 油 酸 和 aq- 亚 麻油 酸 降低 原虫 
密度 效果 较 优 。 不 饱和 脂肪 酸 可 以 降低 瘤胃 原虫 数量 所 ， 也 正 是 因为 瘤 骨 原虫 数量 的 下 降 使 


得 其 对 细菌 的 吞噬 作用 减少 ， 因 此 本 试验 中 B、C、D、E、F 组 瘤胃 细菌 密度 相 较 于 A 组 均 


有 所 升 高 ， 完 3 


的 程度 超过 其 对 细菌 的 吞噬 程度 ， 因 此 在 观测 


其 原因 可 能 是 原虫 对 不 饱和 脂肪 酸 的 响应 度 高 于 细菌 ， 从 而 导致 原虫 活力 降低 


时 间 内 瘤胃 细菌 密度 升 高 ， 并 且 ， 以 a- 亚麻 


油 酸 组 的 细菌 密度 最 高 。 Ivan 等 请 ] 报 道 称 十 八 碳 不 饱和 脂肪 酸 能 够 通过 对 瘤胃 内 氧气 CHO) 


中 。 此外， 脂肪 酸 对 微生物 的 毒性 作用 可 能 与 
会 影响 原虫 分 子 的 空间 结构 ， 破 


肪 酸 中 的 双 键 


的 利用 达到 显著 抑制 或 毒害 原虫 作用 。 早期 有 研究 表明 , 瘤胃 原虫 和 细 戎 在 脂肪 酸 的 氧化 过 
程 中 均 起 到 一 定 作用 证 ”1， 后 来 有 研究 证 明 原 


虫 的 这 种 氢化 作用 主要 来 自 于 被 否 哄 的 细菌 


其 改变 微生物 脂 双 分 子 层 细胞 膜 有 关 户 ]， 脂 
坏 细胞 的 完整 性 。 


总 体 来 看 ， 除 了 头 毛 虫 属 ， 其 他 原虫 属 在 各 组 间 差 异 均 不 显著 。 相 比 于 硬 脂 酸 ， 其 他 长 


链 脂肪 酸 添加 


ES 


种 


四 烯 酸 组 相对 于 硬 脂 酸 组 


了 降低 内 纤毛 虫 属 、 等 毛虫 属 、 前 毛虫 属 比例 的 趋势 ， 这 与 原虫 密度 的 结果 相 
一 致 。 从 厚 毛虫 属 的 结果 得 
H, THER. E 
效果 不 同 ， 这 种 差异 的 产生 可 能 与 不 同 种 属 原 


到 ， 其 他 长 链 脂肪 酸 组 相 比 硬 脂 酸 组 有 上 升 趋势 ， 而 在 双 毛 虫 属 
上 升 趋势 。 长 链 脂肪 酸 的 添加 对 不 同 种 属 原虫 的 


虫 对 长 链 脂肪 酸 的 氢化 能 力 不 同 有 关 ; 另外 ， 


Ea 
E 


也 可 能 与 原虫 


员 间 不 同 的 繁殖 速率 、 捕 食 细菌 行为 、 对 营养 物质 的 消化 利用 以 及 对 长 链 脂 


肪 酸 适 应 性 有 关 。 本 试验 中 内 纤毛 虫 属 为 原虫 中 优势 菌 属 ， 比 例 占 到 30% 一 35%， 这 与 王 洪 


荣 等 中 I 以 及 王 梦 


AE Se PRA GA, 每 小 时 最 大 吞噬 量 可 达 4 100 个 中， 也 正 是 由 于 对 硬 脂 酸 组 拥有 的 内 纤毛 虫 


芝 等 中 的 研究 结果 相 一 致 。 另 外 ， 研 究 表 明 ， 内 纤毛 虫 属 可 以 功能 选择 


生 


= 


属 比例 较 大 ， 其 吞噬 细 戎 速率 最 快 ， 氮 循环 效率 最 高 。 


3.2 ”体外 培养 条 伯 


38 Fi 


MRA ME 


F 下 不 同 长 链 脂肪 酸 对 山羊 瘤胃 原虫 吞噬 细菌 循环 的 影响 


菌 周 转 率 从 低 到 高 排序 为 a- 亚 麻油 酸 组 、 油 酸 组 、 二 十 碳 五 烯 酸 组 、 花 生 四 


酸 组 、 便 脂 酸 组 。 所 以 ， 不 饱和 长 链 脂肪 酸 的 添加 可 以 降低 瘤胃 内 细菌 的 周转 


率 ， 并 以 a 亚 麻油 酸 在 调控 瘤胃 气 循 环 方面 效果 最 好 。 从 吞噬 细菌 所 速率 来 看 ， 由 于 原虫 


吞噬 能 力 的 
RA. WRA 


H. 


Y 


WRH, ZEAE DUAR ZA. J 


下 降 , 吞噬 细菌 氮 速 率 也 随 之 减缓 , SVG npo s A ad UIE K I en TERE PA IR 


麻油 酸 组 、 二 十 碳 五 烯 酸 组 ， 各 组 相 比 于 硬 
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脂 酸 组 均 有 所 下 降 , 而 便 脂 酸 组 之 所 以 不 能 降低 原虫 吞噬 细菌 氮 速 率 原 因 可 能 是 因为 便 脂 酸 


为 饱和 脂肪 酸 , 对 瘤胃 微生物 的 毒害 作用 极 少 或 没有 ， 这 与 Wallace 等 "指出 的 十 八 碳 脂肪 


酸 对 瘤胃 细菌 的 负面 作用 没有 显著 影响 相 一 致 。Oldick 等 中 报道 称 增加 不 饱和 脂肪 酸 的 不 


饱和 度 可 以 使 瘤胃 原虫 数量 直线 下 降 , 因此 , 本 试验 中 二 十 碳 五 烯 酸 之 所 以 降低 原虫 吞噬 细 


菌 所 速率 效果 最 好 可 能 是 因为 其 不 饱和 程度 在 6 种 长 链 脂 肪 酸 中 最 高 (含有 5 个 不 饱和 键 )。 


各 组 原虫 吞噬 细菌 氮 速 率 的 由 高 到 低 排 序 与 其 不 饱和 度 从 低 到 高 排序 的 顺序 基本 一 致 , 除了 


a- 亚 麻油 酸 在 降低 吞噬 细菌 速率 上 优 于 不 饱和 程度 更 高 的 花生 四 烯 酸 。 原因 可 能 与 脂肪 酸 双 


键 位 置 有 关 ，a- 亚 麻油 酸 和 二 十 碳 五 烯 酸 第 1 个 不 饱和 键 的 位 置 均 在 第 3 个 碳 原子 上 ， 而 花 
^EUSRETESS 6 个 碳 原子 上 。 


原虫 虽然 有 降解 蛋白 质 的 能 力 , 但 其 本 身 不 能 合成 蛋白 质 ,并且 原虫 自 浴 一 般 可 以 提供 
十 二 指 肠 微生物 蛋 


的 20% 左 右 5。 本 试验 中 ， 油 酸 、 亚 油 酸 、a- 亚 麻油 酸 、 花 生 四 烯 酸 二 


Al 
十 碳 五 烯 酸 组 的 原虫 蛋白 


5A 
D» 
lin 


$ 量 相 比 于 硬 脂 酸 组 分 别 降低 了 6.77%、27.75%、23.18%、19.46%、 


8.80%， 且 硬 脂 酸 组 显著 高 于 亚 油 酸 、a- 亚 麻油 酸 和 花生 四 烯 酸 组 ,说明 添加 3% 的 不 饱和 长 
链 脂肪 酸 能 够 降低 瘤胃 原虫 蛋白 质 含 


Wh 


其 原因 可 能 是 因为 不 饱和 长 链 脂肪 酸 对 瘤胃 原虫 的 


负面 作用 ,并 随 不 饱和 度 的 增加 其 效应 加 大 P93; 一 方面 , 不 饱和 长 链 脂肪 酸 抑制 原虫 生长 ， 


使 原虫 密度 下 降 ， 数 量 减少 ， 而 原虫 生物 量 很 大 程度 上 决定 了 原虫 蛋白 质 含 量 ， 所 以 原虫 蛋 


白质 含量 降低 ; 另 一 方面 ， 原 虫 本 身 无 法 合成 蛋白 质 ， 原 虫 不 能 利用 氮 源 合成 自身 所 需要 的 


氨基 酸 ， 只 能 利用 微生物 和 饲 粮 中 的 蛋白 质 和 肽 作为 主要 氮 源 5 ， 而 不 饱和 长 链 脂 肪 酸 的 


添加 会 抑制 原虫 吞噬 细 戎 的 能 力 ， 阻 碍 其 获得 氮 源 ， 从 而 导致 原虫 重 白 质 含量 降低 。 


4 结 论 


体外 培养 条 件 下 , 山羊 瘤胃 原虫 吞噬 细 戎 速率 基本 上 随 长 链 脂肪 酸 不 饱和 键 数 量 的 增加 


而 降低 , JE A 


周转 率 以 亚麻 油 酸 组 最 低 , 为 0.68%, 周转 时 间 最 长 , 为 146.92 h。 综 上 ， 
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Effects of Different Long-Chain Fatty Acids on Protozoal Community Structure and Bacterial 


Recycling Due to Protozoa Engulfment of Goat Rumen in vitro 
JING Yujia GAO Jian WANG Mengzhi- OUYANG Jialiang 


(College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou 225009, China) 
Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of different long-chain fatty 
acids on protozoal community structure and bacterial recycling due to protozoa engulfment of 
goat rumen in vitro. Six long-chain fatty acids with different saturations were selected, they were 
stearic acid (group A), oleic acid (group B), linoleic acid (group C), a-linoleic acid (group D), 
arachidonic acid (group E) and eicosapentaenoic acid (group F), respectively, and the number of 
unsaturated bond of them was orderly increased from 0 to 5. The fatty acids above were used at a 
level of 3% in the substrate to perform the in vitro culture. The protozoal engulfing bacteria rate 
was assayed at 10 h of the in vitro cultured and the densities of protozoal and bacterial and the 
contents of the protozoal protein and bacterial protein were measured at 24 h of the in vitro culture. 
The results showed that, except the percentage of Ophryoscolecinae in group F was significantly 
higher than that in groups B and D (P<0.05), adding different long-chain fatty acids had no 
significant effects on the percentages of Dasytricharuminantium, Entodinium, Diplodiniinae, 
Isotrichidae and Epidinium (P>0.05). The protozoal density was the highest in group A which was 
significantly higher than that in group B (P«0.05); while the bacterial density in group D was the 
highest and significantly higher than at in groups A, B, E and F (P<0.05). The bacteria engulfing 
rates of protozoa in 5 groups were 244.50 (group A), 236.51 (group B), 229.60 (group C), 189.04 
(group D), 200.51 (group E), 174.24cells/(cell:h) (group F), respectively. Additionally, the 
bacteria recycling rate was the lowest in group D with the longest bacterial cell recycling time 

(146.92 h) . It was further calculated that, the bacterial protein recycling amounts were 
comparatively lower in groups D [126.75 mg/(d-head)] and F [131.63 mg/(d-head)]. Base on this 


experiment, it 1s therefore considered that a-linoleic acid has better inhibitory effect on the 
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bacterial recycling due to protozoa engulfment of goat rumen in vitro. 


Key words: fatty acids; unsaturated bond; protozoa; engulfing bacteria 
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